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Resumo: A palma de dleo é umas das principais culturas do Estado do Pard, e que se encontra em
franca expansdo. Muitos fungos saprofiticos, fitopatogénicos e endofiticos podem ser encontrados
nesta cultura. Durante a investigacdo de fitopatdgenos nesta cultura verificou-se a presenca de alguns
fungos provenientes de palmas de dleo. Assim, o presente trabalho teve o objetivo de identificar uma
dessas espécies de fungo por meio do PCR, seguido do sequenciamento nucleotidico. Para isso, tecidos
de folhas de palma de dleo que apresentavam necrose e de estipe foram plagueados em meio agar-
agua. Posteriormente, os fungos foram repicados para meio BDA e mantidos a temperatura ambiente.
Apos 10 dias, dois isolados fungicos tiveram seu DNA extraido para realizagdo do PCR utilizando os
primers ITS4 e ITS5. Os produtos do PCR foram sequenciados e avaliados via programas Blast e
ClustalW, onde se verificou identidade de 99 a 100% com varios acessos de Pestalotiopsis theae. Os
isolados foram mantidos na micoteca do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental
para futuros estudos de patogenicidade e dos seus compostos bioativos. Este foi o0 primeiro relato de P.
theae em palma de 6leo no Brasil.

Palavras-chave: prospeccéo, fungo, Elaeis guineensis Jacq.

Introducéo
A palma de 6leo ou dendezeiro (Elaeis guineensis Jacqg.) € uma palmeira originaria da Costa
Ocidental da Africa (TRINDADE et al., 2005).
Vérios fungos associados a palma de 6leo foram relatados. Dentre ele os do género

Pestalotiopsis. As espécies de Pestalotiopsis sd0 muito comuns, ocorrendo em uma vasta gama de
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substratos, e muitos sdo saprofitas, enquanto outras sdo ou patogénicas ou endofiticas em folhas e
ramos de plantas. Fungos endofiticos sdo bem conhecidos como fontes de bioactivo metabolitos
secundarios. InvestigacGes quimicas de alguns isolados de Pestalotiopsis spp. proporcionaram uma
variedade de bioativos naturais (FIGUEIREDO, 2006).

Durante a investigacdo de fitopatdgenos associados a palma de 6leo verificou-se a presenca de
fungos do género Pestalotiopsis. Assim, objetivou-se identificar e caracterizar molecularmente estes

via teste de PCR utilizando primers da regido ITS, seguido de sequenciamento de DNA.

Material e Métodos

Amostras de estipe e folhas necrosadas de palma de Oleo, provenientes de plantios dos
municipios de Moju-PA e Bonito-PA, foram levadas para o Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa
Amazonia Oriental onde se procedeu ao isolamento fungico.

Tecidos do interior do estipe e de folhas foram externamente esterilizados com &lcool 70% e
hipoclorito, plaqueados em &gar-agua e, posteriormente, repicados para meio BDA. As placas foram
mantidas em temperatura ambiente até o aparecimento da frutificacdo do fungo. Em seguida, o fungo
foi analisado em microscopia Optica para sua identificacéo.

Posteriormente, foi feita a extracdo do DNA dos isolados flngicos. Para isso, a col6nia fungica
foi raspada da placa e, em seguida, realizou-se a extracdo utilizando o protocolo de Gibbs e Makenzie
(1997). Para a realizacdo do PCR utilizou-se 1uL do DNA fangico, 10uL de tampdo 5X, 5uL de
MgCI2, 0,5uL dos primers 1TS4 e ITS5, 1uL de dNTP, 0,3uL de Taq polimerase e 31,7uL de agua
ultra pura. Foi feito 30 ciclos de 94°C/30s, 50°C/30s e 72°C/30s, seguido de 72°C por 5minutos. O
produto do PCR foi avaliado em gel de agarose 0,7%, corado com GelRed (Biotium) e
fotodocumentado. Posteriormente, fez-se a limpeza do produto do PCR utilizando o kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-UP System (Promega), seguido da quantificacdo de DNA. Os produtos de PCR da
regido ITS foram sequenciados pela empresa Helixxa base for Life. As sequencias foram avaliadas
utilizando os programas Blastn (ALTSCHUL et al., 1997) e Clustalww (THOMPSON et al., 1994)

Resultados e Discusséo
Foram amplificados fragmentos de DNA com cerca de 530pb, a partir dos dois isolados
fangicos da palma de 6leo. Os dois isolados, um de estipe e outro associados a mancha foliar da palma
de oleo cultivar Compacta, apresentaram identidade de 99 a 100% com acessos de Pestalotiopsis theae

disponiveis no GenBank. Entre os dois isolados da palma de 6leo observou-se 99,6% de identidade.
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Figura 1: Conidios de Pestalotiopsis theae isolado estipe da palma de 6leo. Foto: Boari, A.J.

Pestalotiopsis theae pertence ao filo Ascomycota, Ordem Xylariales e familia
Amphisphaeriaceae.

O fungo P. theae foi relatado como fitopatdgeno causando mancha foliar em plantas de cha
(Camellia sinensis), mas também como endofitica. A toxina indutora de necrose das folhas de cha foi
identificada como Pesthetoxin (KIMURA et al., 1998). Na Espanha foi relatada como causadora de
mancha foliar e posterior desfolhacéo de caqui doce (TUSET et al., 1999).

AssociacOes endofiticas tém sido descritas para Pestalotiopsis, sendo estas, comumente
encontradas em regides subtropicais e tropicais (WEI et al., 2007). Existem relatos da producédo de
metabdlitos secundarios com aplicabilidades medicinais e biotecnolégicas como: o taxol que combate
o cancer (LI et al., 2005); um polissacarideo com acgdo anti-diabética (KIHO et al., 1997); pestalotheols
AD (1-4) que inibibe a replicacdo de HIV (LI et al., 2008); acido ambuico, agente antifungico
(FIGUEIREDO, 2006); a isopestacina, com propriedades antifungicas e antioxidantes (JEEWON et
al., 2002).

Os isolados de P. theae obtidos em plantios de palma de dleo foram depositados na colecéo de
fungos do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental para futuros testes de

patogenicidade e dos seus potenciais usos na medicina ou controle bioldgico de fitopatdgenos.
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Concluséo
Os isolados fungicos provenientes de folha necrosada e estipe de palma de dleo séo de
Pestalotiopsis theae.
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